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INTRODUZIONE  ! !
!
!
I linfociti T γδ sono un gruppo di effettori “natural killer” del sistema immunitario innato che 
hanno rappresentato un interessante oggetto di studio nel corso degli ultimi anni.!
Il Dipartimento di Discipline Chirurgiche, Oncologiche ed Odontostomatologiche del 
Policlinico Universitario di Palermo, da anni attivo nei confronti della ricerca scientifica, ha 
recentemente condotto uno studio mirato alla conoscenza del potenziale effetto 
immunoterapeutico di questa popolazione linfocitaria verso i melanomi in stadio avanzato. 
[1,2, 3, 4, 5, 6]!
Sulla base della classificazione della American Joint Committee on Cancer (AJCC) i 
pazienti affetti da melanoma maligno in stadio IV con neoplasia metastatica hanno una 
prognosi infausta, con una bassa sopravvivenza a 5 anni. !
Dati statistici stimano che la sopravvivenza globale sia inferiore al 10%, evidenziando 
come pochi trattamenti terapeutici siano al momento disponibili e ragionevolmente efficaci. 
[7]!
I diversi schemi terapeutici proposti ed approvati per il trattamento del melanoma 
metastatico (interleukina 2 ad alte dosi e chemioterapia) hanno mostrato un tasso di 
risposta globale del 16% e del 7,5%, con bassa risposta completa e sopravvivenza a 
lungo termine.  [7]  
Lo studio e l’analisi dell’infiltrato linfocitario peritumorale (TIL) nei pazienti affetti da 
melanoma maligno e la ricerca di linfociti circolanti nel torrente ematico permetterà di 
definire il ruolo chiave dei linfociti T γδ, e le potenzialità del trattamento terapeutico del 
melanoma maligno metastatico (Fig. 1).  [2, 3, 4] !
! !
Fig. 1 Immagine rappresentativa dei Linfociti T γδ!
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RAZIONALE DEL PROGETTO DI RICERCA!
!
Diversi fattori sono stati esaminati nel tentativo di prevedere una migliore 
sopravvivenza nei pazienti affetti da melanoma cutaneo avanzato. Secondo il sistema di 
stadiazione TNM della AJCC, rientrano nello stadio IV i pazienti con metastasi da 
melanoma a distanza alla cute, tessuto sottocutaneo, e/o linfonodi (M1a), metastasi 
polmonari (M1b), e metastasi viscerali (M1c). Inoltre, pazienti con elevati livelli di 
latticodeidrogenasi (LDH) sierico sono assegnati alla categoria M1c, indipendentemente 
dalla sede di metastasi a distanza.!
Sulla base di questa analisi più recente, i pazienti con metastasi a distanza alla 
cute, ai tessuti sottocutanei, e/o bacini linfonodali (M1a), hanno il più alto tasso di 
sopravvivenza ad un anno (62%) tra i pazienti con malattia in stadio IV. I pazienti con 
metastasi polmonari (M1b) hanno una prognosi intermedia con tasso di sopravvivenza a 
un anno del 53 %. Infine, i pazienti con metastasi viscerali non-polmonari e/o con un LDH 
sierico elevato (M1c) hanno la peggiore sopravvivenza a un anno tra i pazienti di stadio IV 
(33%).!
Analogamente ad altri marcatori sierici comunemente utilizzati nella stadiazione e 
nella prognosi dei tumori solidi, diversi studi hanno costantemente dimostrato come elevati 
livelli di LDH sierico possano rappresentare un fattore negativo prognostico altamente 
significativo nei pazienti con melanoma di stadio IV; per tale motivo le più recenti linee 
guida raccomandano il dosaggio dell’ LDH in tutti i pazienti con melanoma al momento 
della diagnosi di metastasi a distanza. [8,9]!
Alla luce di queste considerazioni lo studio dell’infiltrato linfocitario peritumorale e 
sierico potrebbe essere considerato un interessante fattore prognostico ai fini della 
immunosorveglianza e immunoterapia. !
Lo sviluppo di strategie di trattamento mediante l’analisi diretta o indiretta di studi 
clinici e sperimentali è fondamentale per migliorare le nostre conoscenze sui futuri 
potenziali trattamenti. [1,2, 3, 4, 5, 6]!
Le opzioni terapeutiche approvate per il trattamento del melanoma metastatico 
comprendono alte dosi di IL -2 e la chemioterapia. Si tratta di opzioni che hanno, nella 
migliore delle ipotesi, un tasso di risposta globale del 16% e del 7,5 %, con bassa risposta 
completa e scarsa sopravvivenza a lungo termine. [14, 15]!
Il ruolo chiave di linfociti T γδ sarà oggetto di studio e di ricerca per la 
caratterizzazione dei linfociti infiltranti il tumore (TILs) nella zona periferica o nella 
circolazione ematica di un paziente affetto da melanoma maligno.!
Come dimostrato in molti tumori solidi, come i carcinomi mammario e prostatico, 
anche nel melanoma cutaneo il potenziale comportamento biologico e il meccanismo di 
azione della risposta immunitaria innata nel processo di progressione della malattia 
neoplastica risultano essere ben descritti. [23, 24, 25]!
Nel panorama scientifico attuale, la ricerca di biomarcatori per l’identificazione del 
melanoma, la previsione di progressione della malattia, la prognosi e la pianificazione del 
trattamento rappresentano campi ancora in evoluzione. E’ probabile che il miglioramento 
nello studio del profiling molecolare possa fornire informazioni supplementari su 
stadiazione del melanoma e prognosi dei pazienti affetti. !
Sebbene l’LDH sia parte del sistema di stadiazione attuale, risulta essere un valore 
aspecifico e non può essere facilmente utilizzato per valutare la risposta alla terapia.!
I linfociti infiltranti il tumore (TILs) sono, invece, una popolazione immune composta 
da diverse cellule immunitarie che hanno specificità e potenziale reattività contro i tumori. 
[13]!
Recenti studi hanno riportato elevati tassi di risposta clinica nei pazienti con 
melanoma metastatico con i protocolli (TILs) di combinazione con chemioterapia non 
mieloablativa (ciclofosfamide e fludarabina), “lymphodepleting”, immediatamente prima o 
aggiunto alla infusione di TIL ed alte dosi di terapia immunoterapica con IL-2. [15, 16, 17]!
La terapia di combinazione con altri agenti serve a diminuire il numero di linfociti 
infiltranti il tumore (TILs) necessari per la terapia e/o diminuire la tossicità associata con 
ciclofosfamide e/o i regimi di preparazione della fludarabina. !
Studi precedenti dimostrano l'evidenza di regressione spontanea della malattia nei 
pazienti affetti da melanoma grazie ad un maggior numero di linfociti infiltranti il tumore 
(TIL) correlato ad una migliore prognosi della malattia neoplastica. [10, 11, 12] 
! !
!
Figura 2 Immagine schematica della via metabolica del mevalonato e del 
riconoscimento dei Linfociti T γδ.!
Il razionale di questo studio si basa sulla funzione e sull’attività anti-melanoma delle 
cellule linfocitarie T CD4+, CD8+ e della sottopopolazione dei linfociti T γδ che sono stati 
ampiamente studiati, sebbene pochi studi spieghino la funzione e il potenziale effetto dei 
linfociti T γδ, in pazienti affetti da melanoma cutaneo. !
!
!
!
Figura 3 Immagine dei Linfociti T γδ!
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Linfociti T γδ #
!
I linfociti T γδ sono importanti cellule effettrici del sistema immunitario che possono 
svolgere un ruolo nella sorveglianza antitumorale intorno alla periferia della lesione.  [2,4]!
Una prova sperimentale per studiare i linfociti T γδ intorno al sito del tumore 
primario è stata eseguita per identificare le cellule umane T γδ, che possono essere 
suddivise in due popolazioni principali in base al momento di espressione della catena δ. 
L’esame viene eseguito su un campione di cute perilesionale (in stretta vicinanza al 
melanoma primario escisso), prelevato dall’equipe chirurgica dell’U.O. di Chirurgia Plastica 
e Ricostruttiva, ed inviato in soluzione salina fisiologica al Dipartimento di Biopatologia e 
Biotecnologie dell'Università degli Studi di Palermo. !
Le cellule T γδ, che esprimono la catena Vδ1, sono spesso riscontrate nei tessuti 
mucosi, dove sono implicate nel mantenimento dell'integrità del tessuto epiteliale di fronte 
a danni, infezioni o trasformazione tumorale. Le cellule T che esprimono la catena Vδ2 
predominano nel sangue periferico e negli organi linfoidi secondari. [32,33]!
Evidenze cliniche indicano che il sistema immunitario ha un ruolo fondamentale 
nella patogenesi del cancro e può contribuire alla progressione della malattia così come 
all’inibizione della crescita tumorale. [10, 11, 12]!
E’ stato dimostrato che le lesioni tumorali in una fase di regressione sono 
marcatamente infiltrate da cellule mononucleate e dalla presenza di linfociti T, che è stata 
associata ad una prognosi migliore in pazienti affetti da melanoma maligno. !
Comprendere il ruolo dei diversi sottogruppi di cellule immunitarie infiltranti il tumore 
nella patogenesi del tumore specifico è fondamentale per lo sviluppo di strategie immuno-
terapeutiche antitumorali efficaci. I linfociti T γδ svolgono un ruolo importante nel processo 
di immunosorveglianza. !
Nel progetto di ricerca, concentreremo la nostra attenzione sulla presenza di cellule 
T γδ, ed in particolare dei sottoinsiemi V δ2, tra le cellule immunitarie infiltranti il tumore 
significativamente correlati con i melanomi in fase iniziale, una scoperta che potrebbe 
derivare, almeno in parte, dalla limitata efficacia della risposta immunitaria locale in fase di 
malattia avanzata. Le cellule T γδ sono un sottoinsieme di linfociti T caratterizzati dalla 
presenza di un complesso di riconoscimento antigene di superficie di tipo 2. !
Tali cellule T γδ rappresentano solo il 2-5 % di cellule T periferiche, ma sono 
comuni in organi e mucose, perché agiscono come un primo sistema di difesa 
dell'organismo. Le cellule T γδ partecipano alla risposta immunitaria mediante citolisi 
diretta, nello sviluppo di fenotipi di memoria e nella modulazione di cellule immunitarie. 
Sono state implicate in disturbi autoimmuni, immunodeficienze, infezioni e malattie 
tumorali. Abbiamo segnalato il ruolo di cellule T γδ in oncologia, concentrandoci sulle loro 
potenziali applicazioni per il trattamento del cancro. !
Recenti studi clinici supportano l'uso di cellule T γδ come immuno-agenti 
terapeutici, sia tramite il trasferimento adottivo di cellule T ex vivo γδ espanse o dopo 
l'attivazione di queste cellule T in vivo, mediante composti quali fosfoantigeni o 
aminobifosfonati. [41,42, 43]!
!
Le cellule T γδ hanno diverse funzioni, quali:!
• una funzione effettrice che può contribuire direttamente alla funzione 
immunitaria antitumorale!
• una funzione citotossica che può mediare l’attività citotossica contro le 
cellule tumorali!
• una funzione di produzione di citochine Th1 - associate e cross-talk 
con le cellule dendritiche, macrofagi e cellule B!
In condizioni appropriate, tutti questi effetti delle cellule T γδ possono deviare dalla 
loro tipica funzione Th1 come fenotipo e polarizzare verso Th2, Th17, e le cellule T 
regolatorie (Tregs), i quali inibiscono la risposta immunitaria antitumorale. [41-47]!
Presso i l Dipart imento di Discip l ine Chirurgiche, Oncologiche ed 
Odontostomatologiche, dell’Università degli Studi di Palermo, è stata eseguita una 
valutazione funzionale delle cellule T γδ, infiltranti il tumore, isolate da pazienti affetti da 
melanoma primario. I livelli di infiltrazione di linfociti T γδ sono stati correlati con 
caratteristiche comuni clinico-patologiche. !
Mediante il prelievo di un campione ematico e di un campione bioptico di tessuto 
perilesionale al melanoma, prelevati contestualmente all’exeresi del melanoma cutáneo, è 
stato possibile isolare le cellule T γδ peritumorali e studiare la loro funzione differente nelle 
fasi di progressione del tumore primario. Sebbene le cellule T γδ siano note per esercitare 
sia un’azione di prevenzione tumorale sia l'attività di promozione dei tumori, ci sono 
ancora poche informazioni sulle caratteristiche funzionali e sul significato clinico delle 
cellule T γδ isolate dal sito del tumore. !
In un recente studio, abbiamo studiato la distribuzione delle diverse popolazioni γδ, 
le cellule T nel melanoma e il loro impatto sulla prognosi della malattia. [2]!
In questo progetto di studio, abbiamo raccolto tutti i dati relativi alle cellule T γδ per 
aprire nuovi orizzonti nella immunoterapia per i pazienti affetti da melanoma metastatico e 
anche per il carcinoma epiteliale della cute come il carcinoma a cellule squamose (SCC) 
come prossima prospettiva sperimentale.!
!
!
!
!
!
• STORIA DEL PROGETTO DI RICERCA!
!
La ricerca dei linfociti T γδ nasce da previ studi condotti presso la stessa Università 
degli studi di Palermo, nel Dipartimento di Discipline Chirurgiche, Oncologiche ed 
Odontostomatologiche. Grazie alla stretta collaborazione in un progetto multidisciplinare, 
nel quale le conoscenze del dipartimento di Biopatologia e Biotecnologia Mediche e 
Forensi si mettono a confronto con l’Unità Operativa di Chirurgia Plastica e Ricostruttiva e 
con il Dipartimento di Oncologia Clinica, per lo studio di specifiche cellule linfocitarie 
peritumorali del sistema immunitario innato (MCH I), che potrebbero svolgere un ruolo 
chiave nel trattamento immunoterapico dei pazienti affetti da melanoma cutaneo. !
Uno dei primi progetti di studio é stato realizzato per studiare le cellule Vγ9/Vδ2, le 
quali sono linfociti T non convenzionali, effettori dell’immunità innata, che agiscono come 
prima linea di difesa contro le cellule tumorali e gli agenti infettivi. [2]!
Questo studio di ricerca (PRIN 2005) è stato condotto sui linfociti T γδ come 
effettori della risposta immune nelle malattie tumorali per valutare i meccanismi di 
attivazione e le applicazioni cliniche. [3,5,43, 46] Successivi trials hanno dimostrato il 
potenziale ruolo chiave di questi linfociti T γδ, già precedentemente studiati nei linfonodi e 
nei processi infiammatori (2003).  [44,45, 50]!
Sin dal 1998, epoca in cui si pubblicano i primi risultati del ruolo dei linfociti T γδ 
negli umani e nei topi di laboratorio, si intuisce l’importanza di una ricerca 
immunopatologica con potenziali prospettive cliniche in pazienti affetti da tumore maligno 
come nel caso del melanoma cutaneo in stadio avanzato, oggetto di studio nel presente 
progetto di ricerca.!
Successivi studi condotti nel 2008, hanno evidenziato come l’attivazione dei linfociti 
T γδ con una terapia sistemica con bifosfonati possa essere una nuova arma 
nell’immunoterapia del tumore maligno. [1,54, 55 ,56, 57] Infatti, le cellule T γδ possono 
essere attivate, sia indipendentemente dal sistema di immunoistocompatibilità innato MHC 
I, sia dall’aumento della concentrazione di fosfoantigeni o agenti capaci di stimolare 
l’accumulo endogeno dei pirofosfati come ad esempio l’isopentenilpirofosfato (IPP). [40] 
L’attivazione specifica dei linfociti T γδ in vivo con aminobifosfonati potrebbe 
rappresentare un nuovo target utile nell’immunoterapia di pazienti affetti da melanoma. 
[39] !
!
!
!  
Fig.4 Schema rappresentativo della via del mevalonato e del meccanismo d’azione 
sia delle statine sia dei bifosfonati.!
!
!
Recenti studi condotti nel corso dell’Anno Accademico 2012/2013 presso il 
Dipartimento di Discipline Chirurgiche, Oncologiche ed Odontostomatologiche di Palermo 
hanno dimostrato la reale presenza dei linfociti T γδ nell’infiltrato linfocitario peritumorale e 
nei linfociti circolanti di pazienti affetti da melanoma cutaneo.!
La ricerca specifica di cellule linfocitarie infiltranti il tumore, appartenenti al sistema 
di immunoistocompatibilitá innata, potrebbe essere fondamentale nello sviluppo di nuove 
terapie alternative basate sulla immunosorveglianza come meccanismo d’azione nei 
confronti del melanoma maligno in stadio avanzato, quando la chirurgia non migliora più la 
sopravvivenza globale a 5 anni e pochi trattamenti terapeutici sono ad oggi risolutivi.!
L’evidenza scientifica sul ruolo chiave dei linfociti T γδ è stata dimostrata sin dal 
1998, grazie a ricerche mirate allo studio di linfociti CD4+ e CD8+ e della sottopopolazione 
dei linfociti T γδ, sia Vδ1 sia Vδ2, potenti cellule effettrici in grado di differenziarsi in cellule 
antitumorali e antinfettive in presenza di un processo neoplastico o infiammatorio 
specifico. !
Il progetto di ricerca proposto per il XXIV Ciclo del Dottorato di Ricerca in Oncologia 
Clinica e Molecolare è basato sullo studio dell’infiltrato linfocitario peritumorale e dei 
linfociti circolanti in pazienti affetti da melanoma cutaneo, nella caratterizzazione e nella 
sperimentazione di sostanze o agenti in grado di stimolare la loro innata capacità effettrice 
nei confronti del processo neoplastico avanzato.!
!
!
!
!
!
!
!
MATERIALE E METODO!
!
Presso il Dipartimento di Discipline Chirurgiche, Oncologiche ed Odontostomatologiche 
del Policlinico Universitario di Palermo una serie consecutiva di 114 pazienti affetti da 
melanoma maligno, durante il 2007 e il 2013, sono stati analizzati per studiare l’infiltrato 
linfocitario peritumorale (TIL), presente in una biopsia periferica al melanoma maligno, e 
dal prelievo ematico per lo studio dei linfociti circolanti. !
 
Figura 5 Immagine iconografica di una lesione melanocitica sospetta !
 
Figura 6 Immagine iconografica di prelievo ematico!
Il progetto e` basato sullo studio nel melanoma primario, ossia in fase di maggiore 
sviluppo neoplastico in quanto attivo e vivente nell’uomo prima dell’escissione chirurgica 
radicale che, come noto, riduce la mortalità e migliora la sopravvivenza globale. !
Abbiamo analizzato entrambi i campioni di tessuto fresco congelato e del sangue 
periferico disponibili per la valutazione e la ricerca di questi specifici linfociti T γδ.  !
I primi dati sono stati realizzati su 74 pazienti (32 femmine e 42 maschi), che hanno subito 
un trattamento chirurgico per il melanoma primario, durante gli anni 2007-2010. !
Un follow-up oncologico, dal 2007 al 2013, per più di 5 anni è stato eseguito, dopo 
l'intervento chirurgico di escissione radicale del melanoma, per controllare e diagnosticare 
eventuali recidive della neoplasia.!
L'età media al momento dell'intervento era di 60 anni (range 26-80 anni). Tutti i soggetti 
inclusi erano volontari, godevano di buona salute e presentavano parametri di laboratorio 
nel range fisiologico. La diagnosi di melanoma è stata confermata istologicamente.!
Nel gruppo di pazienti arruolati nello studio, i morfotipi del melanoma erano così suddivisi: 
melanomi a diffusione superficiale (46%), nodulare (35 %), lentigginoso acrale (5 %), 
lentigo maligna (3 %), spitzoide (3 %) e nevoide (1 %).!
Tutti i pazienti sono stati diagnosticati come melanoma cutaneo primario e classificati 
secondo il nuovo sistema di stadiazione della American Joint Committee on Cancer 
Staging Melanoma.!
Un campione di sangue è stato prelevato poco prima dell’escissione chirurgica.!
Secondo la normativa italiana (art. 13 , DLgs n.196/03 ), questo studio non ha avuto 
bisogno di autorizzazione da parte del comitato etico locale ed è stato eseguito in 
conformità ai principi fondamentali della Dichiarazione di Helsinki. Tutte i pazienti hanno 
prestato il proprio consenso scritto a partecipare.!
I nuovi dati su 114 pazienti affetti da melanoma cutaneo (46 femmine e 68 maschi), 
durante gli anni 2007-2013, sono stati studiati e seguiti, come follow-up oncologico per un 
periodo di 5 anni dopo l’exeresi chirurgica per dimostrare la caratterizzazione, 
distribuzione, funzione e valore predittivo positivo dell’infiltrato linfocitario peritumorale nei 
melanomi cutanei. [2,4]!
L'età media al momento dell'intervento era di 62 anni (range 26-82 anni). Soggetti sani 
sono stati i volontari in buone condizione cliniche, e con parametri di laboratorio nel range 
fisiologico. La diagnosi di melanoma è stata confermata istologicamente. !
!
Isolamento delle cellule mononucleate del sangue#
!
Le cellule mononucleate del sangue (PBMC) sono state ottenute dalla centrifugazione 
secondo gradiente di densità utilizzando Ficoll - Hypaque (Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Svezia). Campioni di tessuto sono stati ottenuti da 114 diversi pazienti sottoposti a 
procedure chirurgiche standard di cura per il melanoma cutaneo, al momento della 
chirurgia primaria. Non ci sono state restrizioni, relative allo stadio oncologico ad esempio, 
sui tessuti inclusi eccetto la conferma diagnostica del melanoma con una revisione 
patologica con ematossilina ed eosina (H&E specimens) dal campione prelevato per la 
ricerca dei linfociti T γδ. Il tessuto è stato ottenuto fresco e immediatamente trasportato al 
laboratorio in soluzione salina sterile per l’elaborazione. Il tessuto è stato prima tagliato in 
piccoli frammenti per poi essere digerito enzimaticamente con collagenasi di tipo IV e 
DNAasi (Sigma, St. Louis, MO) per 1 ora a 37uC. !
Dopo la digestione, le cellule estratte sono state lavate due volte in RPMI 1640 (Gibco, 
Grand Island, NY, USA ) e le cellule mononucleate infiltranti il tumore sono state ottenute 
dalla centrifugazione su gradiente di densità con Ficoll - Hypaque. Sia le cellule 
mononucleate del sangue (PBMC) che le cellule tumorali infiltranti (TILs) sono state 
colorate per la discriminazione tra cellule vive/morte con Invitrogen LIVE/DEAD kit viola di 
colorazione delle cellule morte (Invitrogen, Carlsbad, CA). Il blocco del recettore è stato 
eseguito con l’immunoglobulina umana (Sigma, 3 mg / ml concentrazione finale) seguita 
dalla colorazione della superficie con differenti fluoro-cromo-coniugato anticorpi per 
studiare la composizione delle diverse sottopopolazioni. !
L'isotiocianato di fluoresceina (FITC)-, ficoeritrina (PE)-, PE- Cy5- o allophycocyanin 
(APC)- anticorpi monoclonali coniugati (mAb) utilizzati per la caratterizzazione di tutta la 
popolazione sono stati i seguenti: anti-CD3 , anti-CD4 , anti-CD8 , anti-CD14, anti- CD19, 
anti-CD56, cd anti-pan TCR, anti-Vd1, anti-Vd2, anti- CD27 e anti-CD45RA , tutti acquistati 
da BD Biosciences ( Mountain View, CA). !
Espressione di marcatori di superficie è stata determinata mediante citometria a flusso su 
un FACSCalibur o FACSCanto II citometro a flusso con l'uso di software FlowJo (BD 
Biosciences). La strategia di gating ha coinvolto progressivamente la misurazione delle 
cellule totali; solo delle cellule vitali; dei linfo-monociti e tipi cellulari specifici. Per ogni 
campione di 100.000 cellule nucleate sono stati acquisiti i valori che sono espressi come 
percentuale del linfo-monociti vitali. !
Valori di controllo negativo non sono stati sottratti, come gli sfondi mediani per anticorpi 
monoclonali isotipo-abbinato erano 0,0028% (range,0.000%-0,0063%). I campioni sono 
stati considerati positivi se il numero di celle pari o superiore a 0,01 % e almeno 10 eventi 
cluster erano evidenti. Questo valore di cut-off empirico è stato previsto per essere per il 
90% diverso da quello di fondo. [49]!
Le linee cellulari Policlonali Vδ1 + e Vδ2 + T sono stati generate dal tumore, con 
arricchimento infiltrante le cellule, utilizzando un kit T cd di isolamento cellulare (Miltenyi 
Biotec, Bergisch Gladbach, Germania), seguito dalla successiva classificazione nel 
singolo Vδ1+ e cellule T Vδ2+ attraverso un FACSAria (BD Biosciences) con anticorpi 
monoclonali specifici. !
Le cellule estratte (26.103) sono state poi coltivate in ciascun pozzetto di round-fondo, 
piastre da 96 pozzetti contenenti 26.104 irradiate (40 Gy) allogenico PBMC, 26.103 
irradiate (70 Gy), le cellule EBV-trasformate B, 0,5 mg / ml PHA, e 200 U / ml interleuchina 
2 ricombinante (Proleukin, Novartis Pharma, Basilea, Svizzera). Linee di crescita sono 
state ampliate in 200 U / ml di IL-2 e ristimolati ogni 2 settimane. !
Le cellule sono state raccolte dopo 4-6 settimane di coltura per essere poi utilizzate per 
saggi funzionali in vitro.!
La capacità di produzione di citochine di linee cellulari Vδ2 + T policlonale Vδ1 + è stata 
determinata dopo stimolazione con PMA ( BD Biosciences, 20 ng/ml) e ionomicina (BD 
Biosciences, 1 mM) per 24 h ad una concentrazione cellulare di 106/ml.!
Kit ELISA, per la rivelazione di IFN-c e TNF-a, sono stati forniti da BD Pharmingen ed 
utilizzati secondo le raccomandazioni fornite dal produttore.!
Le linee cellulari umane di melanoma maligno A375 crescono in adesione in Dulbecco 
Modified Eagle Medium (DME) con il 10 % FCS e sono state utilizzate come bersaglio in 
co-coltura linee cellulari T Vδ2 +  ottenute da 8 pazienti affetti da melanoma policlonale 
Vδ1 +. Le cellule T Vδ1 + e Vδ2 +,  risospese alle concentrazioni finali di 106 e 2,56106 
cellule/ml, sono state aggiunte alle cellule A375 (16.105) per ottenere i E: T ratio di 10:1 e 
25:1. Co-colture sono state mantenute per 6 ore al 37°C in presenza del 5% di CO2.!
In alcuni esperimenti, le cellule tumorali sono state pre-trattate durante la notte con 
Zoledronato (Novartis Pharma, Basilea, Svizzera, 5 mm concentrazione finale), prima 
dell’incubazione con linee cellulari T Vδ1 + o Vδ2 +. !
Al termine dell'incubazione le cellule sono state lavate con PBS, colorate con 10 ml di 
annessina V FITC e 10 ml di soluzione di PI in 100 ml di tampone di legame 16 (HEPES 
10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2 e 25 mM) per 15 min a temperatura ambiente al buio, diluite 
in 400 ml 16 tampone di legame e immediatamente analizzate mediante FACS (10.000 
eventi/campione) per stabilire il livello di cellule morte. I campioni sono stati acquisiti su un 
FACSCalibur e le cellule sono state identificate mediante scatter su cellule bersaglio A375 
melanoma. La valutazione dell'attività citotossica è stata basata sul grado di riduzione di 
cellule bersaglio vitali (VTC) analizzato attraverso l'espressione di annessina V e propidio 
ioduro (annessina V2 PI2).!
L’analisi immunoistochimica è stata eseguita su campioni di melanoma in sezioni imbibite 
di paraffina dello spessore di 5 micron. I vetrini sono stati riscaldati per il recupero 
dell'antigene in 10 mM di citrato di sodio (pH 6,0). Dopo il lavaggio in dH2O, inibizione 
della perossidasi endogena è stata eseguita con 3% H2O2 (5 min). Dopo due lavaggi in 
TBS, i vetrini sono stati incubati con siero umano 10 % per 20 minuti in colorazione 
aspecifica. Dopo l'eliminazione del siero in eccesso, le sezioni sono state quindi esposte 
ad anticorpi specifici contro CD anti-umano TCR (topo purificato CD anti-umano TCR, 
IgG1, BD Pharmin- gen) o controlli isotipici - abbinato a diluizioni appropriate, durante la 
notte a 4°C. Poi le sezioni sono state lavate in TBS e incubate con anticorpo biotinilato 
anti-topo per 30 minuti a temperatura ambiente e trattate con streptavidina - perossidasi 
(Kit LSAB2, Dako). La colorazione è stata rivelata con substrato AEC e contro-coloranti 
con ematossilina. I controlli positivi per la colorazione cd TCR consistevano col normale 
tessuto linfonodale umano resecato per scopi diagnostici.!
!
!
Analisi statistica!
La significatività tra i gruppi è stata determinata dal Test t di Student.!
Pearson χ2, rapporto di verosimiglianza χ2, test statistico di Fischer e una analisi di 
regressione logistica sono stati applicati per confrontare l'effetto della fase del cancro sul 
tasso di recupero e la percentuale di cellule T γδ. Differenze tra sottogruppi con una 
probabilità di 0,05 sono state considerate statisticamente significative. Tutti i valori di p 
sono “two tailed” e tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando il pacchetto 
software STATA.!
!
RISULTATI!
!
I dati ottenuti su 114 pazienti affetti da melanoma cutaneo hanno dimostrato la presenza 
dei linfociti T γδ nella percentuale del 72,9%. Dati definitivi a 5 anni di controlli post-
operatori ed oncologici sono in corso di elaborazione e revisione; il campione di pazienti e’ 
aumentato e nuove linee di ricerca sono state suggerite e analizzate. !
Dai dati preliminari, le cellule immunitarie infiltranti il tumore sono state rilevate nel 72,9%, 
di 54 campioni di tessuto, prelevato da pazienti affetti da melanoma primario, e le loro 
sottopolazioni sono state studiate. La maggior parte di cellule infiltranti il tumore era 
costituita da  macrofagi (CD14+) essendo la popolazione cellulare predominante, mentre 
le cellule T CD3+ erano scarsamente rappresentate (4,3%).!
In questa serie di pazienti con melanoma primario, abbiamo identificato le cellule T γδ, 
come sottogruppo di linfociti maggiormente rappresentato, quasi il 50% dei linfociti T 
CD3+. Queste erano così divise, il maggiore infiltrato erano i linfociti T CD3+, mentre le 
cellule T Vδ1 e Vδ2  erano ugualmente rappresentati.!
La maggior parte dei campioni biologici, prelevati da pazienti affetti da melanoma, sono 
infiltrati da cellule Vδ1 e δ2 con capacità di esporre una memoria effettrice o 
terminalmente differenziate con fenotipo memoria effettrice. Questo è indicativo di cellule 
che si trovano in corrispondenza, o si sono trasferite, al sito di infiammazione e 
visualizzano la funzione effettrice immediata.!
La resa di linfociti T γδ isolati da lesioni del melanoma all’inizio era molto bassa e non 
permetteva degli studi dettagliati funzionali, da cui abbiamo generato un panel di V δ1 e 
δ2 V policlonale di linee cellulari T γδ a partire dalle cellule immunitarie infiltranti il tumore 
di 8 pazienti.!
Tutte le linee cellulari di V δ1 e Vδ2  testate sono stati in grado di produrre citochine con 
attività antitumorale comprovata, come fattore di necrosi tumorale alfa (TNFα) e 
l'interferone gamma (IFN γ) e di uccidere le cellule del melanoma in vitro, suggerendo che 
sia le cellule Vδ1 residenti e le cellule T Vδ2 recentemente migrati possono contribuire al 
controllo della crescita del tumore.!
!
! 	
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Figura 7 Percentuali di cellule infiltranti il tumore (TILs) in pazienti con melanoma 
primitivo. I boxplot di percentuali di sottoinsiemi di cellule immunitarie in 74 pazienti affetti 
da melanoma. I box rappresentano 25 al 75 ° percentile. Bar Medio identifica mediana; i 
baffi mostrano minimo e massimo. !
!
Grazie all’analisi dei differenti sottoinsiemi di linfociti localizzati attorno al margine del sito 
di crescita del tumore primario abbiamo identificato una sostanziale differenza nell'attività 
citotossica delle linee cellulari V δ1 e δ2. La maggior parte dei linee cellulari Vδ1 esercita 
un potente effetto citotossico contro le linee cellulari di melanoma in vitro e poche linee di 
cellule T V δ2 sono state in grado di uccidere tali obiettivi.!
Nel nostro studio, concentreremo la nostra attenzione sulla presenza di cellule T γδ , ed in 
particolare dei sottoinsiemi Vδ2, tra le cellule immunitarie infiltranti il tumore, 
significativamente correlate con il melanoma in fase iniziale. Si tratta di una scoperta che 
potrebbe derivare, almeno in parte, dalla limitata efficacia della risposta immunitaria locale 
in fase di malattia avanzata.!
Dopo l’asportazione chirurgica di 74 melanomi cutanei primari, le cellule immunitarie 
infiltranti il tumore sono state isolate solo in 54 di essi (72,9 %), e loro sottopopolazioni 
sono state studiate. Il maggior numero di infiltrato linfocitario di cellule immunitarie erano 
macrofagi (cellule CD14+), mentre le cellule CD3+ T sono risultate essere scarsamente 
rappresentate nei melanomi primari analizzati (4,3%). Le cellule T γδ isolate 
rappresentano il principale sottoinsieme dei linfociti essendo circa il 50% della popolazione 
totale CD3+. Da segnalare, tuttavia, che le cellule T γδ sono state trovate solo nel 70% dei 
pazienti con infiltrazione linfocitaria peritmuorale reattiva. Le frequenze di cellule T CD4+ e 
CD8 + immunitarie infiltranti il tumore erano 37% e il 3% della popolazione CD3+, 
rispettivamente, e percentuali di linfociti B e NK non addirittura inferiori percentuali di 
cellule CD3+ (1,2 % sia per cellule CD19+ e CD56+). E’ stata riscontrata altissima 
variabilità in percentuale di cellule recuperate dai campioni dei pazienti con melanoma 
testati, come rappresentato nella figura 7.!
!
Distribuzione e analisi fenotipica di cellule T γδ infiltranti il melanoma#
!
Per valutare la distribuzione di cellule T γδ all'interno dei melanomi, abbiamo immuno 
saggiato sezioni di melanoma da 7 pazienti per pan-γδ TCR. Come mostrato nella Figura 
8, le cellule T γδ sono prevalentemente distribuite in periferia, indipendentemente dal fatto 
che i pazienti avevano moderate (5 pazienti) o alte (2 pazienti) quantità di linfociti T γδ 
infiltranti il tumore.!
!
! 	
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Figura 8 Localizzazione e sottoinsieme del fenotipo delle cellule T γδ-melanoma 
infiltrante. (A-D) Immunoistochimica colorazione dei tessuti melanoma utilizzando anticorpi 
diretti contro il recettore γδ TCR, come rivelato da AEC (colorazione rossa). I nuclei sono 
rivelati da ematossilina (colorazione blu). (A) Esempio di colorazione linfonodo di γδ TCR, 
come controllo positivo. Sono rappresentati differenti istotipi di melanoma: melanoma 
intraepiteliale superficiale (B), melanoma a diffusione superficiale (C) e il melanoma 
nodulare ulcerato infiltrante il derma (D). Sono mostrati i melanomi con moderate quantità 
di livelli di cellule T γδ + linfociti infiltranti il tumore (B e C) e alta (D). In tutti i casi, le cellule 
T γδ+ sono distribuiti in periferia dell'infiltrato. (E) Percentuale sul totale delle cellule T, γδ 
e dei loro sottoinsiemi V δ1 e V δ2 in TIL e PBMC di pazienti con melanoma.!
!
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Nel sangue periferico di individui adulti sani, la maggior parte delle cellule T γδ esprime il 
V δ2 TCR, mentre le cellule che trasportano V δ1 dominano tra cellule T γδ intraepiteliali.
[32]!
Le cellule Tδ1+ dalla popolazione delle cellule T γδ infiltranti il melanoma è stata 
predominante in 23 pazienti (50%), mentre le cellule che esprimono Vδ2 hanno prevalso 
in 19 pazienti (42%); 4 pazienti (8%) avevano uguali percentuali di Vδ1 + e cellule Vδ2 
(Figura 8). Questo dato non deriva da una distorsione nella popolazione di cellule T γδ 
generale nei pazienti con melanoma dal momento che il rapporto Vδ1 Vδ2 nel sangue 
periferico è basso e simile a quello trovato in individui sani.!
Le cellule T γδ umane includono quelle con fenotipi Tnaive, CD45RA + CD27+, TCM e 
CD45RA2CD27+ risiedono negli organi linfoidi secondari; in mancanza di funzione 
immediata i fenotipi linfocitari effettori, quelli con effettori-memoria (TEM, 
CD45RA2CD272) e quelli terminalmente differenziati (Temra, CD45RA + CD272) 
raggiungono siti di infiammazione e assumono funzioni effettrici immediate come la 
produzione di citochine e l'attività citotossica. !
Abbiamo studiato la distribuzione dei sottoinsiemi delle cellule T infiltranti γδ memoria, 
valutando l'espressione di CD27 e CD45RA su Vδ1 + e le cellule Vδ2. L'analisi ha 
dimostrato, che la maggior parte delle cellule di melanoma infiltranti Vδ1 T aveva un 
fenotipo TEM (64,9%) e Temra (26,1 %), mentre Tnaive TCM rispettivamente il 2,3 % e 5,3 
%, (Figura 9).!
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Figura 9 Fenotipo delle cellule memoria ed effettrici Vδ1 e Vδ2 nell’infiltrato linfocitario 
peritumorale al melanoma, marcate con anticorpi monoclonali anti Vδ1, antiVδ2, 
antiCD45RA, e CD27. Percentuale dei linfociti Tnaive (CD45RA
+CD27+), T
CM 
(CD45RA
2CD27+), T
EM (CD45RA
2CD272) and T
EMRA (CD45RA
+CD272) determinati 
mediante analisi FACS.
	

 Allo stesso modo, le cellule di melanoma infiltranti Vδ2 T erano prevalentemente TEM 
(84,5 %) e Temra (10,4 %), mentre le sottopopolazioni Tnaive e TCM rappresentavano il 
1,2% e 3,7%, rispettivamente. !
! 	

Figura 10 Confronto delle linee cellulari T Vδ2 distribuite nell’infiltrato linfocitario peritumorale  
in pazienti affetti da melanoma e in pazienti sani. 	

Le sottopopolazioni dei linfociti T sono qui rappresentate in uno schema figurativo. 
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PROSPETTIVE CLINICHE!
!
Notevoli evidenze scientifiche indicano che il sistema immunitario gioca un ruolo chiave 
nella patogenesi del cancro e può contribuire a una progressione della malattia o a una 
inibizione della crescita tumorale purché si rispetti il meccanismo fisiologico e processi di 
riparazione cellulare; le cellule presenti nel nostro organismo sono infatti capaci di 
differenziarsi in cellule effettrici contro i processi neoplastici. [1-6]!
Le lesioni tumorali per poter regredire devono essere marcatamente infiltrate dalle cellule 
mononucleari e la presenza di cellule T è stata associata a una prognosi migliore nei 
pazienti con diversi tipi di carcinomi [17-19]. Per quanto concerne questo studio, i pazienti 
con ricco infiltrato linfocitario in melanomi primitivi avevano un minor rischio di metastasi e 
di morte rispetto ai pazienti con raro infiltrato linfocitario o del tutto assente [ 2,4].!
I linfociti T γδ sono importanti cellule effettrici del sistema immunitario che giocano un 
ruolo nella sorveglianza antitumorale in periferia. !
Ad esempio, la cute del ratto ospita una grande popolazione di cellule T γδ, conosciute 
come cellule dendritiche epidermiche T (DETCs), che sembrano svolgere un ruolo critico 
nella sorveglianza del tumore, come evidenziato in topi carenti di cellule T γδ [31]. 
Tuttavia, non è nota la presenza di un analogo delle cellule DETCs nella cute umana, ed è 
quindi chiaro quali tipi di linfociti possano mediare le funzioni di sorveglianza immunitarie 
equivalenti.!
I risultati mostrano che le cellule T sono la principale popolazione di linfociti infiltranti il 
melanoma, e le cellule Vδ1 + e + Vδ2 sono quelle maggiormente coinvolte. !
Questo risultato non è sorprendente poiché riassume le condizioni microambientali che si 
verificano in condizioni fisiologiche in vivo nell'uomo. Infatti, le cellule Vδ1 + T sono una 
popolazione di cellule T γδ prevalente nei tessuti umani, tra cui l'epitelio intestinale e la 
cute [51]. Il nostro studio dimostra inoltre la presenza di cellule Vδ2 + T tra cellule 
immunitarie infiltranti il melanoma, che sono la principale popolazione di cellule T γδ in 
circa il 40% dei pazienti. Dato che le cellule Vδ2 + T sono assenti dalla cute normale [51], 
la loro presenza nel contesto di melanoma è fortemente indicativa di un processo 
migratorio di queste dai tessuti sanguigni o linfatici. Di conseguenza, oltre il 90% delle 
cellule infiltranti il melanoma Vδ2 + T hanno un fenotipo TEM e Temra, indicativo di cellule 
che sono presenti in siti di infiammazione e che hanno funzioni effettrici immediate come 
la produzione di citochine o l’attività citotossica [50]. Molto recentemente, un sottoinsieme 
distinto di cellule proinfiammatorie CLA+, le cellule T CCR6 + Vγ9Vδ2 sono state descritte 
per la loro capacità di essere rapidamente reclutate dal sangue al compartimento cutaneo 
[52], ma non abbiamo attualmente prove se le cellule Vγ9Vδ2 T che infiltrano il melanoma 
appartengono a questo subset di cellule T γδ.!
Al contrario, le cellule circolanti T Vδ2 + dello stesso paziente hanno un fenotipo 
predominante TCM, simile a quello che si riscontra in soggetti sani, e che identifica le 
cellule che sono presenti negli organi linfoidi secondari, pur non manifestando immediata 
funzione effettrice.!
Collettivamente, questi risultati indicano fortemente che mentre le cellule T Vδ1 + possono 
essere attivate localmente nel microambiente tumorale, le cellule T Vδ2 + sono molto 
probabilmente reclutate dal sangue periferico o da organi linfoidi secondari in virtù di un 
processo migratorio orchestrato da chemochine o altre molecole infiammatorie prodotte 
dal sito del tumore. Sia le cellule Vδ1 + e le cellule Vδ2 + T migrate possono contribuire a 
controllare la crescita del tumore, come suggerito dalla loro capacità di produrre citochine 
con attività antitumorale provata (TNF-α e IFN-γ) e di uccidere bersagli cellulari di 
melanoma in vitro. Differenze sostanziali sono state riscontrate nella capacità citotossica 
delle cellule T Vδ1 + e Vδ2 +. Mentre la maggior parte delle linee cellulari T Vδ1+ esercita 
un’ attività citotossica contro la linea cellulare di melanoma A375, solo due su otto sono 
state testate per essere in grado di agire su questo tumore. Inoltre, il trattamento con 
zoledronato è stato in grado di sensibilizzare bersagli cellulari di melanoma per favorire la 
citotossicità delle cellule T Vγ9Vδ2.!
È stato dimostrato che il trattamento delle cellule tumorali con zoledronato porta 
all'accumulo intracellulare di fosfoantigeni (tipicamente IPP), favorendo così il 
riconoscimento e l'uccisione delle cellule tumorali da parte dei linfociti reattivi Vγ9Vδ2 T 
[53,54, 55].!
In questo studio, la presenza di cellule γδ tra le cellule immunitarie infiltranti il tumore è 
correlata a melanomi in fase iniziale (fase 0- I-II) e senza metastasi, come indicato dalla 
più elevata incidenza di cellule T γδ isolamento. !
Degno di nota il fatto che le cellule γδ sono state trovati in minima percentuale, o del tutto 
assenti, nei pazienti in fase avanzata (stadio III e IV) e nei melanomi metastatici (71,9% 
non metastatico vs 29,4% metastatico); questo dato è stato particolarmente evidente per 
le cellule T Vδ2 che hanno mostrato una correlazione inversa con la fase di melanoma, 
una scoperta che potrebbe essere associata ad una scarsa efficacia della risposta 
immunitaria locale alle fasi avanzate di progressione tumorale. !
Recenti studi hanno dimostrato una elevata frequenza di cellule T γδ tra TIL isolate in 
pazienti con differenti tipi di cancro, ma la rilevanza clinica di queste cellule T γδ 
intratumorale è sconosciuta. !
In contrasto con il presente studio, le percentuali di cellule T γδ all'interno dei carcinomi a 
cellule renali non mostrano correlazione con tutte le caratteristiche prognostiche finora 
descritte [56]. Per quanto concerne i numeri di cellule T γδ intratumorali questi sono 
correlati positivamente con stadi del tumore avanzato, mentre lo stato di espressione di 
HER2 sembra essere inversamente correlato con la sopravvivenza libera da recidiva e la 
sopravvivenza globale dei pazienti con cancro mammario [57]. In realtà possiamo solo 
formulare ipotesi sulla discrepanza tra il melanoma e il cancro al seno. Le cellule γδ 
comprendono due grandi sottoinsiemi (Vδ1 e Vδ2) con differenti fenotipi memoria/effettrici 
ed eterogenee proprietà funzionali che possono essere individuate mediante l'uso di 
marcatori aggiuntivi (produzione di citochine, attività citotossica, proprietà migratorie); la 
correlazione quindi, positiva o negativa rispetto alla prognosi, può dipendere dal 
sottoinsieme γδ specifico assunto al sito del tumore. Inoltre, gli effetti netti biologici delle 
cellule T γδ possono dipendere dal tipo di tumore e dalla sua sede di insorgenza, 
probabilemente riflettendo differenze sostanziali nel microambiente cellulare.!
L'analisi delle risposte dei linfociti infiltranti il tumore (TILs) nei confronti di antigeni tumorali 
è servita a definire molti dei parametri T pertinenti. L’immunoterapia cellulare adottiva con 
TIL ha raggiunto finora alcuni dei risultati di immunoterapia più notevoli [ 21], [58]. Ad 
esempio, alti tassi di risposta clinica sono stati ottenuti in pazienti affetti da melanoma 
metastatico con protocolli basati su TIL in combinazione con chemioterapia non-
mieloablativa (ciclofosfamide e fludarabina) “lymphodepleting” immediatamente prima o 
aggiunto alla infusione di TIL e alte dosi di IL- 2 terapia [19], [21].!
!
Il nostro studio mostra che le cellule T γδ si trovano nella maggior parte delle popolazioni 
di linfociti infiltranti-melanoma, e sono capaci di riconoscere e uccidere le cellule di 
melanoma, suggerendo che una risposta immunitaria naturale mediata da questi linfociti 
possa contribuire all'immunosorveglianza del melanoma maligno. Tali osservazioni 
potrebbero favorire lo sviluppo di nuove terapie alternative adiuvanti di targeting cellule T 
γδ per il trattamento dei pazienti affetti da melanoma. Ciò può essere ottenuto ad esempio 
stimolando le cellule T γδ in questi pazienti mediante iniezione di zoledronato e IL - 2, 
come recentemente mostrato dal nostro gruppo nei carcinomi prostatico e mammario [59], 
[60]. !
In alternativa, un buon risultato potrebbe essere ottenuto mediante trasferimento adottivo 
"ex vivo" di cellule T γδ autologhe espanse derivate da pazienti affetti da cancro [61], [62]. 
Sia le cellule T γδ sia il trasferimento cellulare e l'infusione di bifosfonati hanno dimostrato 
di essere ben tollerati [59], [62].!
!
CONCLUSIONE#
!
Nel 1998, la “American Joint Committee on Cancer (AJCC) Melanoma” comitato di 
gestione temporanea, che comprendeva esperti provenienti da Nord America, Europa e 
Australia, ha sviluppato un database quale primo ausilio utile nella gestione integrata dei 
dati prospettici accumulati provenienti da diversi centri e gruppi cooperativi. !
L'analisi di questo database ha provocato le maggiori revisioni al sistema di stadiazione 
Tumor-Nodes-Metastases (TNM) che si riflette nel 6 ° edizione AJCC Cancer Staging 
Manual pubblicato nel 2002. Più di recente, l'analisi da parte della commissione di un 
database sul melanoma aggiornato, comprendente i dati prospettici di oltre 50.000 
pazienti, ha portato a revisioni pubblicate nella 7 ° edizione AJCC Cancer Staging Manual 
pubblicato nel 2009. I dati provenienti dalla National Comprehensive Cancer Network 
guidelines 2012 NCCN dimostrano i diversi trattamenti terapeutici sistemici che risultano 
essere poco efficaci in pazienti con stadio avanzato.!
In conclusione, si può ipotizzare che l'espansione in vitro di cellule T γδ e la successiva 
infusione di queste cellule con zoledronato, in combinazione con altri agenti antitumorali, 
può essere di beneficio clinico significativo nel trattamento del melanoma. Questo 
riscontro può, a sua volta, consentire un prolungamento della sopravvivenza dei pazienti 
affetti da melanoma.!
!
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